Profil Protein Trypanosoma evansi Isolat S371 pada Elektroforesis dengan Reduksi dan Non-reduksi Ikatan Disulfida by Ekawasti, Fitrine et al.
688 
Profil Protein Trypanosoma evansi Isolat S371 pada Elektroforesis 
dengan Reduksi dan Non-reduksi Ikatan Disulfida 
(Profile of Protein Trypanosoma evansi S371 Isolate on the Electrophoresis with 
Reduction and Non-reduction of Disulfide Bond) 
Fitrine Ekawasti1, Yuniarto I2, Subekti DT1 
1Balai Besar Penelitian Veteriner, Jl. RE Martadinata No. 30, Bogor 16114 
2Balai Veteriner Banjarbaru, Jl. Ambulung No. 24, Loktabat Selatan, Banjar Baru 70712 
subekti@litbang.pertanian.go.id 
ABSTRACT 
Surra outbreaks have occurred throughout the island of Sumba in Indonesia 2010-2012, which 
led to the death as many as 1,159 horses, 600 buffaloes and cows. Acrylamide gel electrophoresis 
techniques with sodium dodecyl phosphate (SDS PAGE) was able to identify very low protein 
concentration in the samples which is relatively easy and a little cheap. On electrophoresis, the 
primary protein structure necessary for the migration of proteins in polyacrylamide gel. Addition β-
mercaptoethanol can decide on protein disulfide bonds multimers into monomers and can also do 
warm-proteins to denature the proteins into the primary structure. This study aims to see the profile 
of Trypanosoma evansi isolates S371 proteins by electrophoresis using β-mercaptoethanol and 
without β-protein β-mercaptoethanol well as heating effect. T. evansi isolates resistant to heating 
process S371 and the difference in protein profile after a chain disulfide bond reduction to be 
monomer protein. 
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ABSTRAK 
Wabah Surra telah terjadi di seluruh Pulau Sumba Indonesia pada tahun 2010 hingga tahun 
2012 yang menyebabkan kematian sebanyak 1.159 kuda, 600 kerbau dan sapi. Teknik 
elektroforesis dengan gel akrilamid yang mengandung sodium dodecyl phosphate (SDS PAGE) 
merupakan metode yang relatif mudah dan murah untuk mengidentifikasi konsentrasi protein yang 
sangat rendah dalam sampel yang sedikit. Pada elektroforesis, struktur protein primer diperlukan 
untuk migrasi protein pada gel poliakrilamid. Penambahan β-merkaptoetanol dapat memutuskan 
ikatan disulfida pada protein multimer menjadi monomer dan dapat juga dilakukan pemanasan 
protein untuk mendenaturasi protein menjadi struktur primer. Penelitian ini bertujuan untuk 
melihat profil protein Trypanosoma evansi isolat S371 dengan elektroforesis menggunakan 
β‐merkaptoetanol dan tanpa β‐merkaptoetanol serta efek pemanasan proteinnya. T. evansi isolat 
S371 tahan terhadap proses pemanasan dan adanya perbedaan profil protein setelah mengalami 
reduksi ikatan rantai disulfida menjadi protein monomer. 
Kata Kunci: Protein, Trypanosoma evansi, Elektroforesis, Ikatan Disulfida 
PENDAHULUAN 
Surra adalah penyakit yang disebabkan oleh protozoa darah yang bersifat 
ekstraseluler, yaitu Trypanosoma evansi dan menyerang berbagai jenis hewan, termasuk 
ternak. Penyakit ini ditularkan oleh lalat penghisap darah (Haematophagus flies) dan 
tersebar luas di kepulauan Indonesia (Juyal 2007). 
Di Indonesia, sejak dilaporkan kasus Surra pertama kali di Semarang pada tahun 1897, 
kejadian penyakit Surra cenderung meningkat dan penyebarannya semakin luas (Coen et 
al. 2001). Wabah Surra yang terjadi di beberapa wilayah, diantaranya di Pulau Sumba 
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Provinsi Nusa Tenggara Timur dari tahun 2010-2011 telah mengakibatkan kematian 1.159 
ekor kuda, 600 ekor kerbau dan seekor sapi. Pada akhir 2013 hingga tahun 2014 kasus 
Surra terjadi di beberapa kabupaten di Provinsi Banten yang mengakibatkan kematian 
puluhan kerbau baik kerbau lokal maupun kerbau bantuan pemerintah dan saat ini, 
kejadian Surra masih berlanjut secara sporadis di beberapa provinsi termasuk di 
Kalimantan, Lampung, Banten serta daerah lainnya (Ditjen PKH 2012). Kasus kematian 
yang sangat besar menyebabkan kerugian ekonomi yang nyata. Kerugian ekonomis akibat 
Surra terbilang sangat besar, yaitu berupa kematian dan biaya penanggulangan vektornya 
(Juyal 2007). 
Hewan yang terinfeksi T. evansi menunjukkan peradangan (Marques 1996) dan 
protein akan meningkat pada fase akut yang menunjukkan tingkat keparahan dari proses 
inflamasi dan dapat digunakan untuk diagnosa Trypanosomiasis dan memahami 
mekanisme patogenik penyakit (Kent 1992; Godson et al. 1996). Teknik elektroforesis 
dengan gel acrylamide yang mengandung Sodium Dodecyl Phosphate 
Sulphate‐Polyacrilamide Gel Electrophoresis (SDS PAGE) relatif mudah dan murah dan 
mampu mengidentifikasi konsentrasi protein yang sangat rendah dalam sampel yang 
sedikit (Gordon 1995). Penggunaan SDS‐PAGE bertujuan untuk memberikan muatan 
negatif pada protein yang akan dianalisis. Protein yang terdenaturasi sempurna akan 
mengikat SDS dalam jumlah yang setara dengan berat molekul protein tersebut. 
Denaturasi protein dilakukan dengan merebus sampel dalam buffer yang mengandung 
β‐merkaptoetanol (berfungsi untuk mereduksi ikatan disulfida), gliserol dan SDS (Wilson 
& Walker 2000). 
Sodium Dodecyl Phosphate Sulphate‐Polyacrilamide Gel Electrophoresis merupakan 
salah satu cara elektroforesis menggunakan gel poliakrilamida yang dikombinasikan 
dengan SDS. Penggunaan poliakrilamida mempunyai keunggulan dibandingkan dengan 
gel lainnya, karena tidak bereaksi dengan sampel dan tidak membentuk matriks dengan 
sampel, sehingga tidak menghambat pergerakan sampel yang memungkinkan pemisahan 
protein secara sempurna. Selain itu, gel poliakrilamida ini mempunyai daya pemisahan 
yang cukup tinggi. Penggunaan SDS dan β-merkaptoetanol berfungsi untuk mendenaturasi 
protein karena SDS bersifat sebagai deterjen yang dapat mengakibatkan ikatan dalam 
protein terputus membentuk protein yang dapat terelusi dalam gel. β‐merkaptoetanol 
disarankan untuk dimediasi melalui sintesis glutation stimulating hormone (GSH) yang 
diketahui memainkan peran penting dalam melindungi sel dari kerusakan oksidatif (Shang 
et al. 2007).  
Sodium Dodecyl Phosphate Sulphate‐Polyacrilamide Gel Electrophoresis dilakukan 
terhadap protein tak larut dengan kekuatan ion rendah dan dapat menentukan apakah suatu 
protein termasuk monomerik atau oligomerik, serta menetapkan berat molekul dan jumlah 
rantai polipeptida sebagai subunit atau monomer. Protein memiliki struktur kuartener, 
tersier, sekunder dan primer. Pada elektroforesis, struktur primer diperlukan untuk 
terjadinya migrasi protein pada gel poliakrilamida. Penambahan β-merkaptoetanol 
diperlukan untuk memutuskan ikatan disulfida pada protein multimer agar menjadi 
monomer. Adapun pemanasan diperlukan untuk mendenaturasi protein sehingga menjadi 
struktur primer (Wilson & Walker 2000). 
Berdasarkan pertimbangan tersebut maka penelitian ini bertujuan untuk melihat profil 
protein T. evansi isolat S371 dengan elektroforesis menggunakan β‐merkaptoetanol dan 
tanpa β‐merkaptoetanol serta efek pemanasan proteinnya. 
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MATERI DAN METODE 
Isolat Trypanosoma evansi 
Isolat T. evansi yang digunakan dalam penelitian ini diisolasi dari hewan penderita 
Surra dari Kabupaten Sumba Timur, yaitu isolat S371. 
Perbanyakan dan pemurnian Trypanosoma evansi 
Tikus galur Spraque Dawley diinfeksi intraperitoneal dengan isolat T. evansi (isolat 
S371) yang sebelumnya telah disimpan dalam freezer (-80°C). Masing-masing isolat T. 
evansi kemudian dipanen dari tikus ketika kondisi parasitemia telah mencapai puncak 
(kurang lebih setara dengan skor +5 atau 108-109 Trypanosoma/ml darah). Eutanasia 
dilakukan dengan menggunakan ketamin hidroklorida 0,1 mg/kg berat badan. Darah 
diambil secara intrakardial menggunakan jarum suntik yang mengandung antikoagulan 
heparin dan PBS-G 1% (phosphate buffered saline-glucose 1%) pH 8 untuk mencegah 
pembekuan darah dan menjaga kelangsungan hidup T. evansi. 
Trypanosoma selanjutnya dimurnikan dari darah mengikuti metode Lanham & 
Godfrey (1997) dan OIE (2012). Secara singkat, Trypanosoma dimurnikan dengan teknik 
kromatografi pertukaran anion (anion exchange chromatography) menggunakan DEAE 52 
(Whatman, USA) yang telah disuspensikan di PBS-G 1% pH 8. Sekitar 8 ml suspensi 
DEAE dimasukkan ke kolom Poly-Prep® Chromatography (BioRad, Perancis) dan 
dibiarkan memadat. Setiap mililiter darah dituangkan secara hati-hati ke permukaan DEAE 
dan selalu dijaga agar tetap lembab menggunakan PBS-G 1%. Suspensi murni 
Trypanosoma dikumpulkan dalam tabung dan kemudian disentrifugasi pada kecepatan 
3.361 ×g, 4°C selama 15 menit menggunakan Allegra® X-15R Centrifuge (Beckman 
Coulter). Supernatan dibuang dan endapan diresuspensi dengan PBS pH 7 yang 
mengandung aprotinin 0,11 TIU/ml (setara 140,4 KIU/ml), selanjutnya disebut PBS-
Aprotinin. Suspensi kemudian disentrifugasi lagi pada kecepatan 3.361 ×g, 4°C selama 15 
menit. Langkah serupa diulang sampai dua atau tiga kali. Terakhir, endapan kembali 
disuspensi dengan PBS-Aprotinin dan disimpan dalam freezer -20°C sampai pemurnian 
protein akan dilakukan. 
Pemurnian dan kuantifikasi protein 
Suspensi Trypanosoma murni yang telah dihasilkan pada tahap sebelumnya 
dikeluarkan dari freezer dan dicairkan pada suhu kamar (27oC). Pemurnian protein dari 
suspensi Trypanosoma dilakukan dengan freeze-thawing secara berulang, sekitar 3-4 kali 
berturut-turut menggunakan nitrogen cair. Setelah tiga kali, suspensi diperiksa di bawah 
mikroskop untuk memastikan bahwa semua T. evansi telah hancur. Selanjutnya suspensi 
disentrifugasi pada kecepatan 3.361 xg selama 15 menit pada suhu 4oC. Supernatan yang 
diperoleh dikoleksi dan dimasukkan kedalam microtube yang baru (eppendorf bervolume 
1,5 ml), serta diberi label, selanjutnya supernatan disebut sebagai Trypanosome Soluble 
Antigen (TSA). 
Konsentrasi total protein dari TSA ditetapkan dengan metode Bradford menggunakan 
BioRad Protein Assay (BioRad, Perancis). Secara ringkas, sebuah kurva standar dibuat 
menggunakan Bovine Serum Albumin (Sigma, USA), masing-masing pada konsentrasi 0; 
0,5; 0,75; 1; 1,25; 1,50 mg/ml. Selanjutnya, masing-masing 10 ul TSA dan protein standar 
dilarutkan dalam 190 ul larutan Bradford. Setelah dihomogenisasi, 80 ul dari setiap standar 
protein dan protein sampel (TSA) dimasukkan ke lempeng mikro (flat bottomed 96 well 
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microplate, Nunc-Denmark) dan dibaca pada Multiskan EX Colorimeter Reader (Thermo 
Scientific, Finlandia) pada 595 nm. Nilai absorbansi kemudian dikonversi menjadi kadar 
protein. 
Elektroforesis gel poliakrilamida 
Protein Trypanosome (TSA) dari masing-masing isolat dielektroforesis pada Uji 
sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) dipakai untuk 
memisahkan protein berdasarkan bobot molekul untuk membandingkan profil protein 
setiap isolat T. evansi. Sekitar 10 ug TSA dari isolat dicampur dengan buffer sampel 
(BioRad) menurut metode Laemmli (1970). Isolat S371 dibagi menjadi dua kelompok 
perlakuan yaitu: (1) Menggunakan sampel buffer dengan penambahan β-merkaptoetanol 
dan pemanasan 100oC 5 menit, 100oC 1 menit, 65oC 5 menit dan tanpa pemanasan; dan (2) 
Menggunakan sampel buffer tanpa penambahan β-merkaptoetanol dan pemanasan 100oC 5 
menit, 100oC 1 menit, 65oC 5 menit dan tanpa pemanasan. Setiap sampel dimasukkan ke 
dalam lajur dari gel (TGX™ pre-cast gel 12% , BioRad, Prancis) bersama dengan marka 
protein (RPN 800, Amersham Pharmacia). Elektroforesis dilakukan dengan menggunakan 
Mini Protean (BioRad) pada 150 volt sekitar 45-50 menit. Hasil elektroforesis kemudian 
divisualisasikan menggunakan Coomassie Brilliant Blue R250.  
HASIL DAN PEMBAHASAN 
Isolasi protein Trypanosoma evansi 
Isolat induk T. evansi (S371) telah diperbanyak pada tubuh mencit. Inokulasi pada 
mencit sebagai salah satu hewan coba yang sensitif terhadap Surra merupakan metode 
untuk mendekteksi penyakit Surra kronis dan sudah banyak dibuktikan oleh para ahli (My 
et al. 2000; Reid et  al. 2001; Njiru et al. 2004), kemudian dilakukan isolasi protein dan 
dihitung konsentrasinya menggunakan metode Bradford dan kemudian diukur 
menggunakan spektrofotometer pada λ = 595 nm setelah 5 menit. Pengukuran volume 
protein yang digunakan pada elektroforesis SDS-PAGE dapat dilakukan dengan 
memasukkan jumlah konsentrasi protein pada software volume analyse Biorad (Tabel 1.). 
Tabel 1. Konsentrasi dan volume T. evansi yang digunakan 
ID isolat Konsentrasi (µg/µl) Volume (µl) 
S371 1,05 9,5 
Elektroforesis SDS-PAGE 
Isolat S371 yang telah dipurifikasi dan diisolasi proteinnya serta diperoleh hasil 
perhitungan konsentrasi dan volume protein, dilanjutkan dengan proses fraksinasi pada 
elektroforesis SDS-PAGE dengan menggunakan β-merkaptoetanol dan tanpa β-
merkaptoetanol yang bertujuan untuk memisahkan protein berdasarkan berat molekulnya 
sehingga dapat diperoleh profil antigen protein isolat S371 yang direduksi dan tanpa 
direduksi ikatan disulfidanya dan dilanjutkan pada metode masing-masing dengan 
perlakuan pemanasan (Gambar 1). 
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Efek reduksi dan non-reduksi ikatan disulfida 
Profil protein pada hasil elektroforesis dimensi tunggal mempertimbangkan tiga 
faktor. Pertama adalah berat molekul (MW) yang direpresentasikan dengan adanya migrasi 
vertikal masing-masing pita protein sesuai berat molekulnya pada gel. Kedua, densitas 
warna yang dimanifestasikan sebagai ketebalan pita protein. Ketebalan pita protein 
tersebut menunjukkan konsentrasi protein tersebut secara proporsional terhadap total 
protein yang dianalisis dalam elektroforesis. Ketiga yaitu pola pita protein yang 
diperlihatkan dengan distribusi pita yang bermigrasi secara vertikal pada gel. 
Berdasarkan Gambar 1 menunjukkan adanya perbedaan profil protein isolat S371 
melalui elektroforesis yaitu dengan reduksi menggunakan β-merkaptoetanol dan tanpa 
reduksi tanpa menggunakan β-merkaptoetanol. Perbedaan tersebut berkaitan dengan 
metode elektroforesis yang digunakan. Perbedaan hasil elektroforesis isolat S371 yang 
menggunakan β-merkaptoetanol dan yang tidak menggunakan β-merkaptoetanol dapat 
dilihat pada sampel buffer-nya, adanya densitas warna sebagai ketebalan pita protein yang 
merupakan konsentrasi protein yang berbeda antara elektroforesis dengan reduksi dan non-
reduksi serta perbedaan pola pita protein pada distribusi pita yang bermigrasi vertikal pada 
gel. 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
Gambar 1. Isolat S371 hasil elektroforesis SDS-PAGE 
Pita protein tebal isolat S371 pada elektroforesis dengan metode reduksi terlihat pada 
berat molekul yang lebih tinggi dibandingkan pada isolat S371 yang tidak mengalami 
reduksi memiliki pita tebal dengan berat molekul lebih rendah. Protein dengan berat 
molekul 50-60 kDa mengalami penambahan ketebalan pita proteinnya setelah ditambah β-
merkaptoetanol sedangkan pada pita protein dengan berat molekul 40-50 kDa mengalami 
perubahan ketebalan pita proteinnya menjadi lebih tipis. Pita protein yang tebal 
terdistribusi dengan berat molekul yang berbeda pada SDS-PAGE reduksi dan non-
reduksi. Ini menunjukkan bahwa pita protein S371 telah mengalami reduksi dari protein 
multimer menjadi monomer yang menyebabkan perubahan ketebalan berkaitan dengan 
penurunan konsentrasi protein pada tahap pemberian β-merkaptoetanol pada elektroforesis. 
Selain itu, hal ini juga dimungkinkan bahwa pita tebal tersebut merupakan VSG. Berat 
molekul VSG pada T. evansi tidak diketahui secara tepat. Namun, Queiroz et al. (2001) 
menyatakan bahwa protein VSG dari T. evansi berada dalam kisaran yang sama dengan 
VSG dari T. brucei, yaitu mulai 50-64 kDa. Queiroz et al. (2001) dan Camargo et al. 
(2015) melaporkan bahwa VSG pada pita polipeptida dari T. evansi dari Venezuela yang 
beragam berada dalam kisaran antara 48, 56, 59, 60-67 kDa tergantung stok populasi 
mereka. Dalam studi ini, tiga karakteristik VSG adalah pita tunggal, tebal dan memiliki 
berat molekul 50-64 kDa. Adapun isolat lainnya menunjukkan pita protein tebal di kisaran 
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berat molekul 40-50 kDa. Penyebab perbedaan distribusi pita protein tebal yang diduga 
terkait VSG tersebut dan kemungkinan juga berhubungan dengan metode elektroforesis 
yang dilakukan. 
Efek pemanasan pada profil protein 
Protein memiliki struktur kuartener, tersier, sekunder dan primer. Struktur primer 
diperlukan untuk proses migrasi protein dalam gel poliakrilamida pada elektroforesis. 
Penambahan β-merkaptoetanol diperlukan untuk memutuskan ikatan disulfida pada protein 
multimer agar menjadi monomer. Adapun pemanasan diperlukan untuk mendenaturasi 
protein sehingga menjadi struktur primer. 
Pemanasan pada suhu yang terlalu tinggi dalam waktu lama akan mengakibatkan 
denaturasi secara total sehingga terjadi kerusakan protein yang menyebabkan protein tidak 
dapat tervisualisasi pada gel poliakrilamida. Di sisi lain, pemanasan juga dapat 
dimanfaatkan untuk mengetahui sifat daya tahan protein terhadap suhu tertentu. 
Pemanasan akan mengakibatkan ikatan antar asam amino yang menyusun protein 
(polipeptida) akan terputus sehingga struktur primer protein menjadi rusak. Hal demikian 
menyebabkan protein (polipeptida) akan menjadi peptida. Perubahan dalam struktur dan 
berat molekul protein akan mempengaruhi migrasi dan kepadatan (ketebalan) protein 
dalam gel poliakrilamida yang akan berpengaruh pada pengelompokan klaster. Beberapa 
isolat memiliki sifat tahan panas protein akan menghasilkan sedikit perubahan dalam profil 
protein atau bahkan tidak ada perubahan sama sekali. 
Berdasarkan Gambar 1 dapat dilihat bahwa tidak ada perubahan migrasi dan ketebalan 
pita pada tahap pemanasan pada masing-masing hasil elektroforesis baik yang direduksi 
maupun yang non reduksi. Hal ini menunjukkan bahwa protein isolat S371 yang 
divisualisasikan pada SDS PAGE tahan terhadap pemanasan suhu 65-100oC selama 1-5 
menit. Pemanasan protein T. evansi isolat S371 mulai dari 65oC selama 1 menit hingga 
mencapai 100°C selama 5 menit pada elektroforesis SDS PAGE diketahui tidak 
menyebabkan perubahan profil protein. 
Efek pemanasan pada protein isolat S371 berbeda dengan efek penggunaan β-
merkaptoetanol pada proses pemutusan ikatan disulfida atau denaturasi protein (Gambar 
1). Pada protein isolat S371 terjadi perubahan migrasi dan ketebalan pita dengan 
penggunaan merkaptoethanol sedangkan dengan proses pemanasan untuk mendenaturasi 
protein tidak terjadi perubahan pada migrasi dan pitanya. 
KESIMPULAN 
Profil protein T. evansi isolat S371 pada elektroforesis dengan reduksi dan non-
reduksi mengalami perubahan ikatan disulfida menjadi protein monomer (profil berbeda). 
Penambahan β-merkaptoetanol dapat memutuskan ikatan disulfida pada protein multimer 
menjadi monomer sedangkan dengan proses pemanasan mulai dari suhu 65oC selama 1 
menit hingga mencapai 100°C selama 5 menit tidak terjadi perubahan profil protein 
(profilnya sama) yang menunjukkan bahwa T. evansi isolat S371 tahan terhadap 
pemanasan. 
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